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Abstract 

Anther culture is one of the most efficient methods for producing haploid and doubled-haploid plants to accelerate 

breeding programs in sunflower. This study was conducted to investigate the interaction effect of inoculating mother 

plants with the fungus Serendipita indica and different concentrations of the growth regulators 2,4-D and BAP on callus 

induction and regeneration from anther culture of three sunflower cultivars (Barzegar, Farrokh, and Ghasem) using a 

factorial experiment based on a completely randomized design. Sunflower seeds were inoculated with S. indica in the 

field, and after confirming symbiosis, buds at the R2 stage (1.5–2 cm diameter) were harvested. Anthers were cultured 

on solid MS basal medium containing various combinations of 2,4-D (0, 1, 2, 5 mgL⁻¹) and BAP (0, 0.5, 1 mgL⁻¹), and 

the resulting calli were transferred to three different organogenesis media containing NAA, BAP, kinetin, and IAA. The 

results showed that the main effect of the fungus on callus induction percentage was not significant (P>0.05), but the 

three-way interaction of fungus, BAP, and 2,4-D on callus quality was significant at the 1% level. The best combination 

for callus induction was 1 mgL⁻¹ BAP plus 1 mgL⁻¹ 2,4-D, which yielded an average of 75% callus induction. 

Furthermore, in fungus-inoculated plants, callus quality in this treatment (mean 2.2) was significantly better than in 

control plants (mean 1.3). Maximum regeneration (approximately 61%) was observed on MS medium containing 2 

mgL⁻¹ BAP and 1 mgL⁻¹ NAA. In conclusion, the use of mother plants inoculated with S. indica in combination with 

optimized growth regulators can improve the quality of calli derived from sunflower anther culture. 
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  چکیده

. نژادی در آفتابگردان استهای بههاپلوئید جهت تسریع برنامهیاهان هاپلوئید و دابلهای تولید گدترین روشکشت بساک یکی از کارآم

 های رشدکنندههای مختلف تنظیمو غلظت Serendipta indica منظور بررسی اثر متقابل تلقیح گیاهان مادری با قارچین پژوهش بها

2,4-D و BAP به صورت فاکتوریل در قالب طرح پایه ز کشت بساک سه رقم آفتابگردان )برزگر، فرخ و قاسم( زایی و باززایی ابر کالوس

گیاهان در های تلقیح شدند و پس از تأیید همزیستی، غنچه S. indica انجام شد. بذور آفتابگردان در مزرعه با قارچکاملاً تصادفی 

و  D (2 ،1 ،2-2,4 جامد حاوی ترکیبات مختلف MS پایهکشت در محیط هامتر( برداشت گردید و بساکسانتی 1/1-2قطر ) R2 مرحله

زایی مختلف اندام کشت های حاصل به سه محیطکشت شدند و کالوس( گرم در لیترمیلی 2 ،1/2 ،1)  BAP و (گرم در لیترمیلی 1

زایی که اثر اصلی قارچ بر درصد کالوس نتایج نشان داد منتقل گردیدند.IAA  و  NAA ،BAP ،Kinetin  های رشدکنندهحاوی تنظیم

دار شد. بهترین معنی درصد 1بر کیفیت کالوس در سطح  D-2,4 و BAPجانبه قارچ، ، اما اثر متقابل سه(P>0.05)  دار نبودمعنی

زایی را کالوس درصد 51بود که میانگین  D-2,4 گرم در لیترمیلی 1 همراه با  BAPگرم در لیتر میلی 1 زایی،ترکیب برای کالوس

( بهتر از گیاهان 2/2داری )میانگین طور معنیهمراه داشت. همچنین، در گیاهان تلقیح شده با قارچ، کیفیت کالوس در این تیمار بهبه

 گرم در لیترمیلی 1 وBAP  گرم در لیترمیلی 2 حاوی MS کشت( در محیطدرصد 11( بود. بیشینه باززایی )حدود 3/1 شاهد )میانگین

 NAAمشاهده شد. در نتیجه، استفاده از گیاهان مادری تلقیح شده باS. indica  تواند های رشد بهینه میکنندهدر ترکیب با تنظیم

 .های حاصل از کشت بساک آفتابگردان را بهبود بخشدکیفیت کالوس
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 مقدمه

های ترین دانهیکی از مهم (.Helianthus annuus L) آفتابگردان

روغنی جهان است که پس از سویا و کلزا، سهم قابل توجهی در 

رغم در ایران به(. FAO, 2023) تولید روغن خوراکی دارد

پتانسیل بالا، عملکرد این محصول به دلیل تنوع ژنتیکی محدود 

های خالص مطلوب، کمتر از ارقام و عدم دسترسی به لاین

؛ احمدی و 13۳3میانگین جهانی است )ثابتی و همکاران، 

نژادی های اصلی در بهیکی از چالش(. 13۳1همکاران، 

های آفتابگردان، طولانی و پرهزینه بودن فرآیند تولید لاین

 ,Zapata) نسل( است 5تا  1اینبرد از طریق خودگشنی متوالی )

هاپلوئید از پلوئید و دابلولید گیاهان هادر این میان، ت(. 1984

طریق کشت میکروسپور یا بساک، روشی سریع و کارآمد برای 

 شوددستیابی به هموزیگوسیتی کامل در یک نسل محسوب می

(Touraev et al., 2009; Ferrie & Caswell, 2011.) 

های نوین اند که استفاده از روشهای اخیر نشان دادهبررسی

تواند تولید وپاشی گرده برای القای پارتنوژنز نیز میمانند پرت

 ,.Feng et al) هاپلوئید را در آفتابگردان تسهیل کنددابل

دلیل سادگی و با این حال، کشت بساک همچنان به (. 2023

 ها باقی مانده استهزینه کمتر، یکی از پرکاربردترین روش

(Mabuza et al., 2023  .)  

ای حاوی هاز جداسازی بساک کشت بساک عبارت است

ای( و هستهمیکروسپورهای در حال رشد )معمولاً مرحله تک

منظور القای آندروژنز و مصنوعی به کشت ها در محیطکشت آن

اولین (. Germana, 2011) وئیدپلاتولید جنین یا کالوس ه

و  Gurel گزارش موفق کشت بساک در آفتابگردان توسط

. از آن زمان، محققان متعددی ( ارائه شد1۳۳1همکاران )

ها ترین آناند که مهمعوامل مؤثر بر این فرآیند را بررسی کرده

 ، مرحله نمو بساک(Saji & Sujatha, 1998) عبارتند از: ژنوتیپ

(Miladinovic et al., 2016)شوک ) تیمارهای فیزیکی، پیش

و ترکیب  (Thengane et al., 1994)سرما( حرارتی و 

 های رشدکنندهیژه نوع و غلظت تنظیموبهکشت محیط

(Vijaya et al., 2003; Jocic et al., 2000). لعات جدید مطا

اند که حتی عواملی مانند اندازه گلچه و شرایط نشان داده

 محیطی مزرعه نیز بر پاسخ کشت بساک تأثیرگذار هستند

(Saensee et al., 2018; Miladinovic et al., 2016.)  با وجود

های فراوان، پاسخ به کشت بساک در آفتابگردان پیشرفت

سازی بیشتر همچنان پایین، وابسته به ژنوتیپ و نیازمند بهینه

 (.Blinkov et al., 2022) است

-2،4های رشد، اکسین کنندهدر میان تنظیم

عنوان مؤثرترین به (D-2,4) کلروفنوکسی استیک اسیددی

بساک آفتابگردان شناخته ترکیب برای القای کالوس در کشت 

همچنین سیتوکنین بنزیل  (. Vijaya et al., 2003) شده است

افزایی در ها نقش همدر ترکیب با اکسین (BAP) آمینو پورین

 ,.Saisingtong et al) زایی داردتحریک تقسیم سلولی و جنین

 به BAP دهد که نسبت مناسبمرور منابع نشان می (.1996

2,4-D های مرفوژنیک حیاتی است و کالوس برای القای

های آبکی و های بالای اکسین معمولاً منجر به کالوسغلظت

 ,Pasternak and Steinmacher) شودغیرقابل باززایی می

با این حال، پاسخ به کشت بساک در آفتابگردان  (.2024

 Touraev) همچنان پایین و وابسته به ژنوتیپ باقی مانده است

et al., 2009). های های اخیر، استفاده از میکروارگانیسمدر سال

های کشت عنوان رویکردی نوین برای بهبود پاسخمفید خاک به

 ;Soumare et al., 2021) بافت موردتوجه قرار گرفته است

Cantabella et al., 2022) و در این میان، قارچ اندوفیتS. 

Indica و افزایش  های رشدیبه دلیل توانایی در ترشح هورمون

کارایی کشت بافت در گیاهان مختلف موردتوجه پژوهشگران 

(. این Yin et al., 2025; Qu et al., 2025) قرار گرفته است

ها، با طیف وسیعی از گیاهان زراعی از رده بازیدیومیست قارچ

های رشدی مانند همزیستی ایجاد کرده و با تولید هورمون

واد معدنی و تعدیل بیان اکسین و سیتوکنین، افزایش جذب م

های فیزیولوژیکی و های مرتبط با رشد، باعث بهبود شاخصژن

 ,.Waller et al., 2005; Bagde et al) گرددمورفولوژیکی می

2011; Varma et al., 2012 .)اند که مطالعات اخیر نشان داده

عنوان یک کود زیستی عمل کرده و تواند بهاین قارچ می

 Gill et) های غیرزیستی را نیز افزایش دهدمقاومت به تنش

al., 2022.)  

اند که حضور این قارچ در بافت مطالعات جدید نشان داده

زا را تواند محتوای هورمونی درونریشه گیاهان مادری، می

های جداسازی شده در شرایط تغییر داده و بر پاسخ ریزنمونه

با . (13۳1ن، نوروزی و همکارا) ای تأثیر بگذاردشیشهدرون

 .Sحال، تاکنون اثر تلقیح گیاهان مادری آفتابگردان بااین

indica بر کارایی کشت بساک گزارش نشده است. 

بنابراین، هدف از پژوهش حاضر ارزیابی اثر متقابل تلقیح 

های مختلف و غلظت  S. indicaگیاهان مادری با قارچ

و باززایی از  زاییبر کالوس BAP و D-2,4 های رشدکنندهتنظیم

 .کشت بساک سه رقم آفتابگردان ایرانی بود

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی و قارچ

سه رقم هیبرید تجاری آفتابگردان شامل قاسم، برزگر و فرخ 

)تهیه شده از مؤسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج( 
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با  Serendipita indica مورد استفاده قرار گرفتند. جدایه قارچ

از دانشکده کشاورزی دانشگاه علوم  (DSM 11827) دک

کشاورزی و منابع طبیعی ساری تهیه شد. قارچ در محیط 

 2حاوی  CM (Compost Medium) کشت جامد اختصاصی

 گراد نگهداری شددرجه سانتی 2۲آگار در دمای  درصد

(Varma et al., 1999 .) 
 

 تلقیح گیاهان مادری

حاوی  CM کشتقطعاتی از محیط برای تهیه مایه تلقیح قارچ،

 222) گلوگز -یزمینمایع سیب کشتمیسلیوم قارچ به محیط

 14گرم گلوکز در لیتر( منتقل و به مدت  22زمینی، گرم سیب

درجه  2۲دور در دقیقه و دمای  122روز در شیکر با دور 

گراد قرار داده شد. سپس سوسپانسیون قارچ )حاوی سانتی

های جو استریل شده افزوده و وم( به دانهکلامیدوسپور و میسلی

درجه  25مای به مدت دو هفته دیگر در انکوباتور با د

ها با قارچ کلنیزه گردند گراد نگهداری شد تا دانهسانتی

(2013 et al.,Ghabooli ). 

دانشگاه علوم کاشت بذور آفتابگردان در مزرعه تحقیقاتی 

د. بذور تیمار قارچ انجام ش کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان

ساعت در سوسپانسیون قارچ خیسانده شدند و در  4۲به مدت 

که قبلاً با قارچ تلقیح شده  دانه جو 1زمان کاشت، در هر چاله 

بذر آفتابگردان در عمق  3همراه با  عنوان مایه تلقیح(بودند )به

ساعت در  4۲به مدت نیز متر قرار گرفتند. بذور شاهد سانتی 5

ل خیسانده شده و بدون دانه جو تلقیح شده استریمقطر آب

های معمول زراعی کشت شدند. آبیاری و داشت مطابق با روش

انجام شد. تأیید همزیستی با برداشت ریشه در هفته سوم پس 

در اسید  درصد 21/2آمیزی با تریپان بلو )از کاشت، رنگ

( X42نمایی لاکتیک( و مشاهده زیر میکروسکوپ نوری )بزرگ

 .انجام گرفت

 

 برداشت غنچه و کشت بساک

شدند )قطر غنچه  R2 هنگامی که گیاهان وارد مرحله زایشی

های ها از بوتهها کاملاً بسته(، غنچهمتر، غنچهسانتی 2تا  1/1

آوری و بلافاصله در طور تصادفی جمعتلقیح شده و شاهد به

 بشر حاوی یخ به آزمایشگاه منتقل شدند. در زیر لامینار،

 52ترتیب با اتانول ها بههای خارجی غنچه حذف و غنچهلایه

دقیقه(  12) درصد 1/2 سدیم تثانیه( و هیپوکلری 32) درصد

ضدعفونی و سپس سه بار با آب مقطر استریل شستشو شدند 

برای تعیین مرحله نموی میکروسپورها، از چند  .(1)شکل 

ی با آمیزها پس از رنگبرداری شد و بساکغنچه نمونه

تحت بررسی با میکروسکوپ نوری ( w/v) درصد 1 استوکارمین

قرار گرفتند؛ بدین ترتیب مرحله ( X42  نمایی)بزرگ

عنوان مرحله مناسب برای کشت تأیید ای انتهایی بههستهتک

 .(2گردید )شکل 

(، Olympus SZ61) مدل با استفاده از میکروسکوپ استریو

مک سوزن تشریح و پنس ها به کها جدا شده و بساکگلچه

ها خارج گردیدند. هر بساک بر روی گلچهاستریل از 

حاوی  MS (Murashige & Skoog, 1962) کشت پایهمحیط

تنظیم ) pH ۲/1 گرم در لیتر آگار و ۲گرم در لیتر ساکارز،  32

های کشت با ترکیبات کشت شد. محیط شده قبل از اتوکلاو(

مایش قرار گرفتند. هر مورد آز 1جدول  هورمونی مندرج در

مدت ها بهدیشبساک در سه تکرار بود. پتری 21تیمار شامل 

گراد( و درجه سانتی 21یک هفته در تاریکی مطلق )دمای 

ساعت  11لوکس با دوره نوری  3222سپس در شرایط نوری 

ساعت تاریکی نگهداری شدند. پس از سه هفته،  ۲ روشنایی

 .مشابه منتقل شدندت شکهای تشکیل شده به محیط کالوس

 

 های بساکزایی از کالوساندام

های تولید شده با اندازه و کیفیت مناسب )بافت فشرده و کالوس

با  MS باززایی بر پایه کشتمتمایل به زرد( به سه محیط

 :ترکیبات زیر منتقل گردیدند

 1و  BAPگرم در لیتر یلیم 1(: EM1کشت یک )محیط

 ,NAA (Badigannavar & Kuruvinashettiگرم در لیتر یلیم

1996 .) 

 1و  BAPگرم در لیتر یلیم 2(: EM2کشت دو )محیط

 (.13۳4)گرجی،  NAAگرم در لیتر یلیم

و  Kinitinگرم در لیتر میلی 1/2(: EM3کشت سه )محیط

 .IAA (Wen et al., 1991)گرم در لیتر میلی 2

 ساعت 11/۲ها در شرایط نوری مشابه با دوره نوری کالوس

گراد نگهداری شدند. درجه سانتی 21و دمای  تاریکی -روشنایی

های تولیدکننده شاخساره یا زایی )تعداد کالوسدرصد اندام

های کشت شده( پس از چهار هفته ثبت ریشه از کل کالوس

 .گردید

 

 
 

 



 ...هایکنندهو تنظیم  Serendipita indicaاثر قارچعلی مرادی و همکاران: 

14 

جامد  (MS) پایه موراشیگ و اسکوگ کشتیطمورد استفاده در کشت بساک آفتابگردان. مح BAP و D-2,4 ترکیبات تیماری :1جدول 

 (.= ۲/1pH) گرم در لیتر آگار بود ۲گرم در لیتر ساکارز و  32با 
Table 1: Combinations of 2,4-D and BAP treatments used in sunflower anther culture. The basal medium consisted of 

solidified MS medium with 30 g/l sucrose and 8 g/l agar (pH= 5.8) 

 تیمار

Treatment 
2,4-D (mgL-1) BAP (mgL-1) 

1 0 0 

2 1 0 

3 2 0 
4 5 0 

5 0 0.5 

6 1 0.5 
7 2 0.5 

8 5 0.5 

9 0 1 
10 1 1 

11 2 1 

12 5 1 

 

 

 
شده از سه رقم آوریهای جمعبرداری، )ب( غنچهمراحل تهیه مواد گیاهی: )الف( غنچه کاملًا بسته و مناسب برای نمونه :1شکل 

 آفتابگردان پیش از مرحله ضدعفونی سطحی

Fig. 1: Preparation of plant material: (a) completely closed bud suitable for sampling, (b) collected buds from the three 

sunflower cultivars before surface sterilization 

 

 
 X 42نمایی (؛ بزرگدرصد 1آمیزی با استوکارمین )ای انتهایی پس از رنگهستهدان در مرحله تکای آفتابگرمیکروسپوره :2شکل 

 عنوان زمان مناسب برای کشت بساک تأیید شدمیکرومتر(. این مرحله به 12مقیاس = )

Fig. 2: Sunflower microspores at the late uninucleate stage after staining with acetocarmine (1%); 40 X magnification 

(scale bar = 50 µm). This stage was confirmed as suitable for anther culture 

 

 ب الف
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 تجزیه و تحلیل آماری

صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملًا تصادفی با سه آزمایش به

فاکتور: رقم )سه سطح(، تلقیح قارچ )دو سطح: با و بدون قارچ(، 

سطح( در سه تکرار اجرا شد. صفات  12ب هورمونی )و ترکی

های زایی )تعداد بساکمورد ارزیابی شامل درصد کالوس

 های کشت شده(، اندازه کالوستولیدکننده کالوس از کل بساک

 -2: 3-2و کیفیت کالوس )مقیاس  (4-2با استفاده از مقیاس )

د، فشرده و متمایل به سفی .2آبکی و سست،  .1بدون کالوس، 

کالوس بر اساس  تیفیک یابیارز زرد( بودند.-فشرده و سبز .3

 اسیمق کیبا استفاده از  یشناسختیرنگ، بافت و ر یارهایمع

شده در استاندارد گزارش یهامطابق با پروتکل ،یکممهین

 CABRI, 1998; Elkonin et) مطالعات کشت بافت انجام شد

al., 1997.) 

قالب طرح کاملاً فاکتوریل در نیز به صورت  آزمایش باززایی

تصادفی با سه فاکتور: رقم )سه سطح(، تلقیح قارچ )دو سطح( و 

در سه ( EM1 ،EM2 ،EM3 سه سطح) باززاییکشت محیط 

های زایی )تعداد کالوستکرار انجام شد و صفت درصد اندام

های کشت شده( تولیدکننده شاخساره یا ریشه از کل کالوس

 .ثبت گردید

 (IBM Corp., USA) 21نسخه  SPSS افزاربا نرمها داده

ای دانکن در سطح ها با آزمون چند دامنهتجزیه و میانگین

مقایسه شدند. قبل از تجزیه، نرمال  درصد 1احتمال خطای 

 .اسمیرنوف تأیید گردید-ها با آزمون کولموگروفبودن داده

 

 نتایج

 تأیید همزیستی قارچ

 .S یاهان تلقیح شده باهای گبررسی میکروسکوپی ریشه

indicaصورت ، وجود کلامیدوسپورهای گرد تا بیضی شکل به

ای در بافت کورتکس ریشه را نشان داد. منفرد یا زنجیره

های کورتکس مشاهده وضوح درون سلولهای قارچ بهریسه

شدند. در ریشه گیاهان شاهد هیچگونه ساختار قارچی دیده 

آمیز قارچ در گیاهان مادری تنشد. بنابراین، استقرار موفقی

 .(3)شکل  تأیید گردید

  

 
سلولی های درونکه ریسه X 42نمایی بزرگ (S. indica) شده آفتابگردان با قارچنمای میکروسکوپی از ریشه کلنیزه :3شکل 

انجام شده  درصد21/2ی با تریپان بلو آمیزدهد. رنگهای سفید( را نشان میهای سیاه( و کلامیدوسپورهای گرد تا بیضی )پیکان)پیکان

 است

Fig. 3: Microscopic view of a colonized sunflower root by S. Indica (40 X magnification), showing intracellular hyphae 

(black arrows) and round to oval chlamydospores (white arrows). Staining was performed with trypan blue 0.05% 

 

 زاییهای رشد بر کالوسکنندهاثر قارچ و تنظیم

 ارچـنشان داد که اثر اصلی ق( 2جدول ) نتایج تجزیه واریانس

(S. indica )زایی و همچنین بر اندازه و کیفیت بر درصد کالوس

اثر اصلی رقم نیز در هیچ یک  (. P>0.05) دار نبودکالوس معنی

بر هر سه   D-2,4 و BAP ات اصلیدار نشد. اثراز صفات معنی

دار بودند. اثر متقابل معنی درصد 1صفت در سطح احتمال 

و بر  (P<0.05) زاییبر درصد کالوس BAP × 2,4-D دوگانه

که اثر متقابل تر آندار شد. مهممعنی (P<0.01) کیفیت کالوس

 1بر کیفیت کالوس در سطح  ×BAP × 2,4-D  جانبه قارچسه

 .ر گردیددامعنی درصد

هیچ گونه ( D-2,4 و BAP فاقد) از آنجا که تیمار شاهد

های مقایسه میانگین زایی نشان نداد، این تیمار از تحلیلکالوس

شکل ( )BAP × 2,4-D) حذف شد. مقایسه میانگین اثر متقابل

طور میانگین زایی )بهشان داد که بیشترین درصد کالوس( ن4

 BAP (1 در ترکیبهای کشت شده( از بساک درصد 51

حاصل گرم در لیتر( میلی 1) D-2,4 همراه باگرم در لیتر( میلی
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 D (2-2,4 با BAPگرم در لیتر( میلی 1) . ترکیب(1)شکل  شد

( درصد 52زایی بالایی )حدود نیز کالوسگرم در لیتر( میلی

-2,4 های بالایزایی در غلظتنشان داد. کمترین درصد کالوس

D (1 گرم درمیلی )بدون لیتر BAP کمتر از ) مشاهده گردید

  (.درصد 22

 BAP × 2,4-D × جانبه قارچنتایج مقایسه میانگین اثر سه

نشان داد که در گیاهان تلقیح ( 3جدول ) بر کیفیت کالوس

گرم در میلی BAP  (1شده با قارچ، کیفیت کالوس در ترکیب

ز ری بالاتر اداطور معنیبهگرم در لیتر( میلی 1) D-2,4 ولیتر( 

از  2/2در مقابل  3/1شرایط عدم تلقیح بود )میانگین کیفیت 

 D-2,4 و در غلظت بالای BAP همچنین در غیاب(. 3حداکثر 

، کیفیت کالوس در هر دو شرایط تلقیح و گرم در لیتر(میلی 1)

طورکلی، حضور قارچ باعث بهبود عدم تلقیح پایین بود. به

ینه هورمونی شد، اما نتوانست کیفیت کالوس در تیمارهای به

 (.4)جدول  زایی را در تیمارهای نامناسب القا کندکالوس

 

 

 های بساکزایی از کالوساندام

 کشتبه سه محیط( 3و  2های با کیفیت بالا )درجه کالوس

 کشتباززایی منتقل شدند. نتایج نشان داد که نوع محیط

. (1)جدول  ی داشتزایداری بر درصد اندامباززایی تأثیر معنی

 EM2 کشت نشان داد که محیط( 1شکل ) مقایسه میانگین

گرم در میلی NAA(1 و گرم در لیتر( میلی 2) BAP حاوی

زایی بهترین نتیجه را داشت. اندام درصد 2/11 بالیتر( 

 NAA وگرم در لیتر( میلی 2) BAP حاوی EM1کشت محیط

 EM1 (BAP 1 + NAA  درصـد 1/3۲ باگرم در لیتر( میـلی 1)

 1/2)نتین ـکی اویـح  EM3 ت ـکشو محیط درصد 1/3۲ با( 1

 درصد 2/11 با گرم در لیتر( میلی 2) IAA وگرم در لیتر( میلی

های بعدی قرار گرفتند. باززایی در رتبه درصد 3/21با  کینتین

زایی زایی مستقیم )بدون مرحله ریشهصورت شاخسارهعمدتاً به

متر سانتی 3-2های باززایی شده به ارتفاع خسارهمجزا( بود. شا

 IBA  1/2حاوی MS 2/1کشت هفته به محیط 1پس از 

مراحل  5شکل  .دهی منتقل شدندبرای ریشه گرم در لیترمیلی

 .دهدزایی را نشان میاندام

 

تعداد و کیفیت کالوس در کشت بر   D-2,4 و BAP های مختلفو غلظت  S. indicaتجزیه واریانس تأثیر رقم، تلقیح با قارچ: 2جدول 

 بساک آفتابگردان

Table 2: Analysis of variance of the effects of cultivar, S. indica inoculation, and different concentrations of BAP and 

2,4-D on callus number and quality in sunflower anther culture 

 منابع تغییرات
Source of variance 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
MS 

 تعداد کالوس

Callus number 
 کیفیت کالوس

Callus quality 
 Cultivar 2 ns 66 ns 11.3 رقم

 Fungi 1 ns 325 ns 1.3 قارچ

BAP BAP 2 ** 3933.5 * 8.6 

2,4-D 2,4-D 3 ** 293.8 *50.8 

 Cultivar × Fungi 2 ns 8.5 ns 1.53 قارچ× رقم 

 BAP Cultivar × BAP 4 ns 1.5 ns 0.9× رقم 

 D Cultivar × 2,4-D 6 ns 1.6 *3.2-2,4× رقم 

 BAP Fungi × BAP 2 ns 12.7 *4.4 ×قارچ 

 D Fungi × 2,4-D 3  ns 4.12 ns 1.8-2,4  × قارچ

BAP  × 2,4-D BAP  × 2,4-D 6  *19.7 ** 12.7 

 BAP  Cultivar × Fungi × BAP 4 ns 1.5 * 3.5× قارچ × رقم

 D Cultivar × Fungi × 2,4-D 6 ns 8.0 ns 2.2-2,4× قارچ × رقم 

 BAP ×2,4-D Cultivar × BAP × 2,4-D 10 ns 5.3 ns 2.3 ×رقم 

BAP ×2,4-D Fungi ×قارچ   ×  BAP × 2,4-D 6 ns 9.3 * 3.2 

 × BAP × 2,4-D Cultivar × Fungi × BAP ×قارچ × رقم 

2,4-D 
10 ns .110 ns 2.2 

 Error 113 8.6 1.4 خطا

 CV (%)  38 35 ضریب تغییرات )درصد(

ns * ،داری در سطوح احتمال پنج و یک درصدداری و معنیترتیب غیرمعنیبه**:  و 
ns, * and ** are non-significant and significant at five and one percent probability levels, respectively 
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گرم در )میلی D-2,4 و  BAP های مختلفغلظت در بدون( با/ S. indica) جانبه تلقیح با قارچمقایسه میانگین اثر متقابل سه :3جدول 

 ها میانگین سه رقم تجاری استبر کیفیت کالوس در کشت بساک آفتابگردان. داده لیتر(

Table 3: Mean comparison of the three-way interaction effect of S. indica inoculation (with/without) at different 

concentrations of BAP and 2,4-D (mgL-1) on callus quality in sunflower anther culture. Data are the means of three 

commercial cultivars 

 میانگین

Mean 

 گرم در لیتر()میلی تیمار

Treatment (mgL-1) 

 میانگین

Mean 

 گرم در لیتر()میلی تیمار

Treatment (mgL-1) 

0 e 0.5 قارچ BAP + 0 2,4-D 0 e 1 بدون قارچ BAP + 5 2,4-D 

1 de 0 قارچ BAP + 1 2,4-D 1.67 cd 0.5بدون قارچ BAP + 0 2,4-D 

1.17 de 0 قارچ BAP + 2 2,4-D 2 ab 0بدون قارچ BAP + 1 2,4-D 

2.87 bc 0.5 قارچ BAP + 5 2,4-D 2.89 abc 1بدون قارچ BAP + 5 2,4-D 

2.87 bc 0 قارچ BAP + 5 2,4-D 3.11 abc 1بدون قارچ BAP + 0 2,4-D 

3 abc 1 قارچ BAP + 1 2,4-D 3.44 ab 1بدون قارچ BAP + 2 2,4-D 

3.22 ab 0.5 قارچ BAP + 1 2,4-D 3.56 ab 0.5بدون قارچ BAP + 2 2,4-D 

3.22 ab 0.5قارچ BAP + 0 2,4-D 3.89 ab 0.5 بدون قارچ BAP + 1 2,4-D 

3.33 ab 0.5قارچ BAP + 2 2,4-D 4 ab 0.5 بدون قارچ BAP + 5 2,4-D 

3.78 ab 0قارچ BAP + 1 2,4-D 4.22 ab 0 بدون قارچ BAP + 2 2,4-D 

3.89 ab 1قارچ BAP + 0 2,4-D 0 e 0بدون قارچ BAP + 5 2,4-D 

4.44 a 1 قارچ BAP + 5 2,4-D 4.23 ab 0.5 بدون قارچ BAP + 1 2,4-D 

 دار ندارنداختلاف معنی درصد 1های دارای حرف)های( مشترک، بر اساس آزمون دانکن در سطح میانگین
Means followed by the same letter(s) are not significantly different at 5% probability level using Duncan's test 

 

بر کیفیت کالوس در  گرم در لیتر()میلی  BAPو غلظت  S. indicaجانبه رقم، تلقیح با قارچگین اثر متقابل سهمقایسه میان :4جدول 

 آفتابگردان

Table 4: Mean comparison of the three-way interaction effect of cultivar, S. indica inoculation, and BAP (mgL-1) 

concentration on callus quality in sunflower anther culture 

 گرم در لیتر()میلی تیمار

Treatment (mgL-1) 
 میانگین

Mean 
 BAP 3.33 b 0 + برزگر + قارچ

 BAP 3.67 a 0.5 + قارچ برزگر +

 BAP 3.78 a 1 + قارچ برزگر +

 BAP 3.33 ab 0 + + بدون قارچ برزگر

 BAP 3.33 ab 0.5 + + بدون قارچ برزگر

 BAP 3.58a 1دون قارچ + + ب برزگر

 BAP 2.83 ab 0+  فرخ+ قارچ

 BAP 2.58ab 0.5 + قارچ فرخ +

 BAP 3.50a 1 + قارچ + فرخ

 BAP 2.67 ab 0 + بدون قارچ فرخ +

 BAP 3.50a 0.5 + بدون قارچ فرخ +

 BAP 3.67 a 1 + بدون قارچ فرخ +

 BAP 1.75 b 0قاسم + قارچ + 

 BAP 2.58ab 0.5 + قاسم + قارچ

 BAP 3.92 a 1قارچ +  + قاسم

 BAP 3.17 ab 0 + + بدون قارچ قاسم

 BAP 2.58ab 0.5 + + بدون قارچ قاسم

 BAP 3.17ab 1 + بدون قارچ قاسم +

دار یاختلاف معن درصد 1های دارای حرف)های( مشترک، بر اساس آزمون دانکن در سطح میانگین .برزگر، قاسم و فرخ ارقام آفتابگردان هستند

 ندارند
Barzegar, Ghasem and Farrokh are sunflower cultivars. Means followed by the same letter(s) are not significantly different at 5% 

probability level using Duncan's test 
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 های حاصل از کشت بساک آفتابگردانالوسساره از کزایی بر درصد باززایی شاختجزیه واریانس تأثیر نوع محیط اندام :1جدول 

Table 5: Analysis of variance of the effect of organogenesis medium type on shoot regeneration percentage from calli 

derived from sunflower anther culture 
 منابع تغییرات

Source of variance 
 درجه آزادی

df 
 زاییداممیانگین مربعات ان

Mean squares of organogenesis 
 زایینوع محیط اندام

Type of organogenesis medium 
2 2.51* 

 خطا

Error 
12 0.36 

 ضریب تغییرات )درصد(

CV (%) 
 51.4 

 درصد 1داری در سطح احتمال معنی *:

*: significant at 5% probability level 
 

 بحث

اهان مادری آفتابگردان با قارچ تلقیح گی در این پژوهش، اثر

بر پاسخ به کشت بساک مورد بررسی قرار   S. indicaاندوفیت

گرفت. یافته اصلی این است که اگرچه اثر اصلی قارچ بر 

جانبه قارچ با دار نبود، اما اثر متقابل سهزایی معنیکالوس

بر کیفیت کالوس  D-2,4 و  BAP های رشدکنندهتنظیم

به عبارت دیگر، حضور قارچ در گیاه  (. 2دول ) ج دار شدمعنی

های های مختلف هورمونها به غلظتمادری، پاسخ کالوس

خارجی را تعدیل نمود و باعث بهبود کیفیت کالوس در 

  (.  3)جدول  تیمارهای بهینه گردید

زایی ممکن است داری اثر اصلی قارچ بر کالوسعدم معنی

ژنز در کشت بساک بیشتر قای آندروبه این دلیل باشد که ال

کشت، ای )مانند ترکیب محیطشیشهتحت تأثیر عوامل درون

 تیمارها( قرار دارد تا وضعیت فیزیولوژیکی گیاه مادریپیش

(Touraev et al., 2009 .)دار نشان با این حال، اثر متقابل معنی

احتمالاً از طریق تغییر در   S. indicaدهد که همزیستی بامی

ویژه اکسین و سیتوکنین( یا زا )بههای درونرمونمحتوای هو

های گل، حساسیت میکروسپورها های ثانویه در بافتمتابولیت

و  سیرنبرگ .های خارجی را افزایش داده استبه هورمون

 .S( نشان دادند که ریشه گیاهان آلوده به2225همکاران )

indica مچنین کنند. همقادیر بیشتری اکسین تولید می

میکروگرم در  1/1تواند تا ص شده است که این قارچ میمشخ

 ترشح کند کشت به محیط (IAA) لیتر اکسینمیلی

(Sirrenberg et al., 2007.)  بنابراین، احتمالاً تجمع اکسین

 زا در بافت بساک گیاهان تلقیح شده، اثر هم افزایی بادرون

2,4-D تخارجی داشته و کیفیت کالوس را بهبود بخشیده اس. 

با  BAP و D-2,4 نتایج این پژوهش از نظر غلظت بهینه

عنوان به D-2,4 و BAP های پیشین همخوانی دارد. ترکیبیافته

 Thengane زایی در آفتابگردان توسطبهترین تیمار برای کالوس

گزارش شده Sujatha (1998 ) و Saji ( و نیز1994و همکاران )

روی آفتابگردان Voronova (2016 )  همچنین(. 3)شکل  است

بهترین نتیجه  NAA به BAP 2:1وحشی نشان داد که نسبت 

 به همراهگرم در لیتر(میلی 2)  BAPرا دارد. در مطالعه حاضر، 

NAA (1 میلی )زایی بهترین بود که در مرحله اندامگرم در لیتر

( 13۳4( و همچنین گرجی )1991و همکاران ) Gurel با گزارش

 (.4)شکل  استروی گیاه کنف همسو 

 D-2,4 توجه است که در تیمارهای حاوی غلظت بالایقابل

زایی بسیار ضعیف و ، کالوسBAP بدونگرم در لیتر( میلی 1)

دهد که تعادل کیفیت کالوس پایین بود. این موضوع نشان می

های مناسب بین اکسین و سیتوکنین برای القای کالوس

های کالوس (.Vijaya et al., 2003) مرفوژنیک ضروری است

اغلب آبکی و غیرقابل باززایی  D-2,4 حاصل از غلظت بالای

 .( مطابقت دارد2000و همکاران ) Jocic بودند که با گزارش

داری اثر رقم، ممکن است به این دلیل در مورد عدم معنی

باشد که هر سه رقم مورد مطالعه هیبریدهای تجاری با زمینه 

اند های دیگر نشان داده. پژوهشژنتیکی تا حدی مشابه هستند

که پاسخ به کشت بساک در آفتابگردان به شدت وابسته به 

 ژنوتیپ است و برخی ارقام پاسخ بسیار ضعیفی دارند

(Miladinovic et al., 2016.)  در اینجا، ارقام برزگر، فرخ و

 هاتوان از آنقاسم پاسخ نسبتاً مشابهی نشان دادند، بنابراین می

 .هاپلوئیدی استفاده کردهای دابلهدر برنام

دست زایی بهدر مقایسه با مطالعات مشابه، میزان کالوس

نسبت به برخی ( درصد 51آمده در این تحقیق )حداکثر 

 درصد 42-32با  مثلاً ( Saji & Sujatha, 1998) هاگزارش

 Vijaya et) بالاتر است، اما نسبت به برخی دیگرزایی کالوس

al., 2003 ) ها تر است. این تفاوتپایینزایی کالوس درصد ۲1با

تواند ناشی از شرایط محیطی مزرعه، مرحله برداشت غنچه و می

 .کشت باشدترکیب دقیق محیط

بر کشت   S. indicaنوآوری این پژوهش در بررسی اثر

بساک است. تاکنون مطالعه مشابهی روی آفتابگردان یا سایر 

دهد که تلقیح ج نشان میاست. نتایگیاهان گزارش نشده 

عنوان یک روش تواند بهگیاهان مادری با این قارچ می
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تیمار زیستی برای افزایش کیفیت کالوس در کشت بساک پیش

شود در تحقیقات آینده، مورد استفاده قرار گیرد. پیشنهاد می

های اکسین یا مکانیسم مولکولی این اثر )تغییر در بیان ژن

 .بررسی شود (داناکسیهای آنتیآنزیم

 

 

 حاوی MS کشت بساک آفتابگردان روی محیط در زرد آماده انتقال به محیط باززایی-نمایی از تولید کالوس فشرده و سبز :4شکل 

BAP  (1 میلی )2,4 وگرم در لیتر-D  (1 میلی)گرم در لیتر 
Fig. 4: Compact, green-yellow calli ready for transfer to regeneration sunflower anther culture on MS medium 

containing BAP (1 mgL-1) and 2,4-D (1 mgL-1) 
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های دارای حداقل یک زایی در کشت بساک آفتابگردان. میانگینبر درصد کالوس D-2,4 و BAP مقایسه میانگین اثر متقابل :1شکل 

؛ سه رقم برزگر، فرخ و قاسم، و دو n = 3) دار ندارنداختلاف معنی درصد 1اساس آزمون دانکن در سطح احتمال حرف مشترک، بر 

 اندسطح تلقیح قارچ ترکیب شده

Fig. 5: Mean comparison of the interaction effect of BAP and 2,4-D on callogenesis percentage in sunflower anther 

culture. Means with at least one common letter are not significantly different based on Duncan's test at 5% probability 

level. (n = 3; data pooled over three cultivars and two fungal inoculation levels) 
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 .زایی مختلفحاصل از کشت بساک آفتابگردان در سه محیط اندامهای مقایسه میانگین درصد باززایی شاخساره از کالوس :1شکل 

 دار ندارنداختلاف معنی درصد 1های دارای حداقل یک حرف مشترک، بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال میانگین

Fig. 6: Mean comparison of shoot regeneration percentage from sunflower anther-derived calli on three different 

organogenesis media. Means with at least one common letter are not significantly different based on Duncan's test at 

5% probability level 

 

 
 

پس از یک هفته در محیط  ریشهاز کالوس، )ب( رشد  شاخسارهزایی از کشت بساک آفتابگردان: )الف( آغاز ظهور مراحل اندام: 5شکل 

 (NAAگرم در لیتر میلی 1 و  BAP گرم در لیترمیلی 2 حاوی MS) باززایی

Fig. 7: Organogenesis stages from sunflower anther culture: (a) initiation of shoot emergence from callus, (b) 

regenerated shoots one week after transfer to regeneration medium (MS containing BAP 2 mgL-1 and NAA 1 mgL-1). 

 

 گیرینتیجه

 BAP (1 این پژوهش نشان داد که استفاده از ترکیب هورمونی

در ( گرم در لیترمیلی 1) D-2,4 و( گرم در لیترمیلی

را در ( درصد 51زایی )بیشترین درصد کالوس MS کشتمحیط

 کشترد و بهترین محیطکشت بساک آفتابگردان به همراه دا

 حاوی MS کشت های بساک، محیطزایی از کالوسبرای اندام

BAP (2 گرم در لیترمیلی )و NAA (1 گرم در لیترمیلی )  با

باززایی است؛ همچنین اگرچه تلقیح گیاهان مادری  درصد 11

زایی را افزایش نداد، اثر تنهایی کالوسبه  S. indicaبا قارچ

دار های رشد موجب بهبود معنیکنندهظیمآن با تن متقابل

کیفیت کالوس گردید. ارقام مورد مطالعه )برزگر، فرخ و قاسم( 

نیز پاسخ مشابهی به کشت بساک نشان دادند و بنابراین همگی 

هاپلوئیدی مناسب هستند. با توجه به این های دابلبرای برنامه

در   S. indicaشده بانتایج، استفاده از گیاهان مادری تلقیح

 های رشد متفاوتکنندهیمتنظنوع محیط با 
Medium type with different growth regulators 

 

کا
د 

دا
تع

س
لو

ده
 ش

ی
زای

باز
ی 

ها
 N

u
m

b
er

 o
f 

re
g

en
er

at
ed

 c
al

li
 

a 

A ب الف 

4 
 

 

3 

 
 

3 

 
 

2 

 
 

2 

 
 

1 

 
 

1 

 
 

0 

 الف



4115 سال/ 35-14صفحات / اول/ شمارة سومفنآوری زیستی در کشاورزی/ جلد بیست و   

44 

 BAP( گرم در لیترمیلی 1) نهـشت بهیـکیطـب با محـرکیـت

گرم میلی BAP (2 برای القا و(  D-2,4 +( گرم در لیترمیلی 1)

تواند می برای باززایی( گرم در لیترمیلی 1) NAA +( در لیتر

های با کیفیت و عنوان یک پروتکل کارآمد برای تولید کالوسبه

 .اپلوئید در آفتابگردان توصیه شودگیاهان ه باززایی
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